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Resumen
Se presentan dos procedimientos histológicos que permiten la inclusión de las plumas en parafina, con el fin de 
obtener secciones apropiadas para su uso en microscopía óptica. Las técnicas se basan en el tratamiento (1) con yoduro 
potásico y (2) con ferricianuro férrico. En ambos casos se posibilita el corte de la pluma, permitiendo la observación 
de su estructura interna (p.e. distribución de melanosomas) y la aplicación de protocolos adicionales, como tinciones 
convencionales o técnicas de inmunohistología.
Abstract
We present two histological procedures that allow the paraffin embedding of feathers in order to get appropriate 
sections for their use in optical microscopy. Technics are based in treatment (1) with potassium iodide and (2) with 
ferric ferricyanide. In both cases the cut of feather is enabled, allowing the observation of its internal structure (e.g. 
melanosomes distribution) and the use of additional protocols as traditional staining or immunohistology techniques.
1. Introducción
Las plumas, faneras exclusivas de las aves, 
han sido estudiadas de manera exhaustiva a lo largo 
del último siglo y principios de éste (Fig.1). Entre 
otros aspectos, se ha investigado sobre el desarrollo 
funcional de su estructura, origen y diversificación 
(Prum, 1999 a), así como la base anatómica y 
física de su coloración estructural (Prum, 1999 b). 
Otros trabajos se han centrado en la reflectancia 
del plumaje, tanto a la luz visible (Bleiweiss, 2004 
a) como a la ultravioleta (Bleiweiss, 2004 b), o 
en los mecanismos de melanogénesis (Galván 
& Alonso-Álvarez, 2008; Galván & Solano, 
2009). Se sabe también que la presencia en el 
plumaje de las aves de agentes patógenos como 
hongos, bacterias y levaduras (Hubálek, 1994) 
o de ectoparásitos (Clayton et al., 2008) influye 
en su fisiología y por tanto en su adaptación al 
ambiente. Publicaciones más recientes se han 
centrado en la histología de las plumas faciales 
y su posible relación con mecanismos sensitivos 
(Cunningham et al., 2011), o en la nanoestructura 
del color de algunos tipos de plumaje (Alba et al., 
2012).
El principal problema que presentan las 
plumas es que son estructuras muy resistentes 
al corte. Están compuestas por proteínas, de las 
cuales la α-queratina constituye el 80% del total 
(Harrap & Wood, 1964 a, b). Dentro de la 
queratina, las cisteínas son los aminoácidos que 
proporcionan mayor rigidez a la estructura, debido 
a que la molécula contiene un enlace sulfhidrilo 
(-SH, tiol), capaz de formar enlaces disulfuro 
(-S-S-) al reaccionar con otro grupo –SH de una 
cisteína de distinta cadena polipeptídica de forma 
transversal, permitiendo un plegamiento más 
compacto de la proteína.  De esta manera, el tejido 
formado por queratina resulta difícil de procesar y 
examinar en microscopía óptica.
El primer objetivo que nos planteamos 
fue obtener una imagen clara de la disposición 
tridimensional de los melanosomas dentro de la 
pluma. Debido a los problemas para cortar este 
tipo de estructuras en congelación (tejido poco 
compacto), se optó por la inclusión en parafina 
porque se pueden realizar secciones de un grosor 
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que permiten la reconstrucción de la morfología 
interna (mayores de dos micrómetros) y además se 
pueden aplicar distintos protocolos de coloración, 
entre ellos los fluorocromos utilizados en 
inmunohistoquímica.
En la bibliografía podemos encontrar 
procedimientos de oxidación de los grupos tiol, 
utilizados en estructuras como el pelo (Barnett 
& Seligman, 1954; Lillie et al., 1954), pero 
escasamente utilizados en la histología de la pluma. 
En este trabajo presentamos dos procedimientos 
desarrollados a partir de protocolos existentes 
de histoquímica, utilizados para la conversión a 
grupos sulfhidrilos  de los enlaces disulfuro. Esto 
ha permitido el uso de parafina como medio de 
inclusión, obteniendo cortes de plumas de hasta 4 
micrómetros de grosor. El primer procedimiento 
se basa en la utilización de yoduro potásico 
(Martínez et al., 2008). El segundo utiliza 
la sal de ferricianuro férrico (Kiernan, 2008) 
fundamentado a su vez en ensayos previos de 
otros investigadores (Lillie & Burtner, 1953).
2. Materiales y Métodos 
Se han utilizado una serie de plumas 
(contorno, remeras, flanco) de distintas zonas 
del cuerpo y de varias especies, que aparecen 
resumidas en la Tabla I. En cada muestra se utilizó 
un fragmento de unos 10 mm recogido del vértice 
(Fig. 1).
Como paso previo, en ambos procedimientos 
se lavaron los fragmentos con detergente 
(Tween-20) al 1%, entre varias horas y un día, 
con el fin de eliminar la grasa y las partículas que 
pudieran estar alojadas en la pluma.
2.1. Procedimiento con yoduro potásico 
La base de este protocolo aparece reseñada 
en Martínez et al. (2008) para la ruptura del 
puente disulfuro y la inmovilización de los grupos 
sulfhidrilo resultantes, de manera que se impide 
la reconstrucción del enlace S-S. Consta de los 
siguientes pasos:
a) Se fija la muestra con Carnoy durante al 
menos 30 minutos.
b) Se introduce la muestra en una disolución 
de yoduro potásico (KI) al 0,033 %, a la que se le 
ajusta el pH a 3,35 (HCl 6M), donde se mantiene 
durante 24 horas.
c) Se deshidrata inmediatamente después del 
paso anterior, sin lavados previos, con una serie 
de concentraciones de etanol y xileno: Etanol 80 
% = 2 horas.  Etanol absoluto = 2 horas. Etanol 
absoluto-xileno = 15 minutos.  Xileno=15 minutos.
d) En una estufa a 54 ºC se impregna la 
muestra en parafina a través de varios baños: 
Xileno/parafina = 90 min,  Parafina pura =3 X 90 
min. Se orienta la pieza y se prepara el bloque.
2.2. Procedimiento con ferricianuro férrico
Este protocolo (Kiernan, 2008), al igual que 
el anterior, se utilizó originariamente para disociar 
el enlace disulfuro, en este caso se ha aplicado con 
modificaciones a las plumas. Los pasos que se han 
seguido son:
a) Se fija la muestra con Carnoy durante al 
menos 30 minutos.
b) Se introduce la muestra en una solución 
de ferricianuro férrico, durante 10-20 minutos. 
La solución de trabajo (utilizable una sola vez) se 
prepara en el momento de su uso a partir de dos 
soluciones madre: se mezclan 10 ml de la Solución 
1 y 30 ml de la Solución 2  
Solución 1: 80 mg de ferricianuro potásico 
K3 [Fe (CN)6] en 200 ml de aguaSolución 2: 5 g de cloruro férrico (FeCl
3
· 
6H2O) en 500 ml de aguac) La muestra se deshidrata y se incluye en 
parafina como en el procedimiento 1.
Una vez obtenidos los cortes de las muestras 
preparadas con ambas técnicas, se contrastaron 
con eosina y se montaron para su observación en 
el microscopio óptico.
3. Resultados 
El primer resultado evidente es que la 
macroestructura de la pluma, que presenta cierta 
rigidez, adquiere más flexibilidad. Por otra parte, 
los métodos utilizados muestran la posibilidad de 
usar el proceso de impregnación en parafina y el 
corte posterior, manteniendo la estructura de la 
pluma hasta sus mínimos detalles.
En la Lámina I se presentan dos ejemplos 
de plumas, cada una procesada con una técnica 
diferente. La Figura 1 (Lám. I) (columna 
Figura 1. Esquema  de una pluma, (A) pluma completa, 
(B) detalle de pluma con la posición de las barbas, 
(C) detalle de las barbas con la posición de las 
barbillas. La línea discontinua indica la zona de 
corte. Nomenclatura de las partes de la pluma 
según  López-Albors et al. (1999).
— Scheme of a feather, (A) complete feather, (B) 
detail of feather with the position of barbs, (C) 
detail of barbs with the position of barbules. 
Dotted line on the feather shows the cut area. 
Nomenclature according to López-Albors et al. 
(1999).
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izquierda) corresponde a una pluma de contorno 
de perdiz, preparada con yoduro potásico y la 
Figura 2 (Lám. I) (columna derecha) pertenece a 
una pluma dorsal de contorno de avutarda  tratada 
con ferricianuro férrico. En un corte transversal 
se puede observar la estructura interna de la 
pluma, muy bien conservada histológicamente 
(Lám. I, figs. 1B, C; 2B,C). Las barbas presentan 
una médula de tipo esponjoso rodeada de capas 
concéntricas, ambas estructuras formadas por 
queratina  (Lám. I, figs. 1B,C; 2B). En el caso de 
la perdiz los melanosomas tienen forma esférica 
(Lám. I, fig. 1C)  y se depositan básicamente en 
la zona medular de las barbas y en ciertas áreas de 
las barbillas (Lám. I, figs. 1B,C). Por otra parte, 
en la avutarda los melanosomas de las barbas 
se disponen preferentemente entre las distintas 
capas concéntricas de queratina, lo que le da un 
aspecto estriado (Lám. I, fig. 2B), mientras que en 
esta imagen, de una pluma bicolor, se distinguen 
las barbillas pigmentadas, con melanosomas 
dispuestos de manera compacta (Lám. I, fig. 2C, 
bp) y sin pigmentar (Lám. I, fig. 2C, bb).
4. Discusión
Las plumas reflejan el estado de salud 
del individuo, por una parte en la intensidad de 
coloración del plumaje, que responde a condiciones 
externas (Bleiweiss, 2004 a; Galván & Alonso-
Álvarez, 2008; Galván & Solano, 2009) o con 
la presencia de parásitos (Clayton et al., 2008) 
como hongos, protozoos, ácaros, que pueden 
modificar su estructura. Los procedimientos 
aquí presentados nos permiten estudiar esta 
microestructura a distintos niveles: la presencia o 
ausencia de melanosomas, su forma y contenido 
(eumelanina, feomelanina) o su distribución en 
los distintos componentes de la pluma. Otro tipo 
de trabajos que se podrían realizar son el estudio 
de las diferencias en la morfología microscópica 
de plumas de un mismo ejemplar y de plumas 
equivalentes de especies distintas. 
En las muestras preparadas con ferricianuro 
férrico se observa además que las partes de la 
pluma que incorporan este colorante presentan 
epifluorescencia, lo que permite diferenciarlas de 
los hongos que pudieran aparecer en su superficie 
o en su estructura interna, que no reaccionan 
con el compuesto y por tanto no muestran esta 
característica. 
Podemos concluir diciendo que estas 
técnicas pueden ser muy útiles a la hora de 
realizar cualquier tipo de estudio sobre las plumas 
que requiera una observación microscópica. La 
posibilidad de seccionar este tipo de estructuras de 
manera sencilla y sin modificar su microestructura 
supone  un  avance a la hora de aplicar diversos 
tratamientos histológicos a este tipo de muestras, 
que mejore su observación con el microscopio 
óptico convencional.
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Lámina I / Plate I
Fig. 1. Perdiz, pluma de contorno. (A) Morfología macroscópica, recuadro: detalle de la pluma, donde se observan el 
raquis y las barbas. (B) Corte histológico, donde se aprecian las barbas y las barbillas (B, b). (C) Aumento del 
área destacada de la barba, donde se distinguen los melanosomas (m). Técnica del yoduro-eosina. 
— Partridge, contour feather. (A) macroscopic morphology, box: detail of feather, showing rachis and barbs. (B) 
Histological preparation, showing barbs and barbules (B, b). (C) Magnification of the area included in the box, 
showing melanosomes (m). Potassium iodide-eosin procedure.
Fig. 2. Avutarda, pluma dorsal de contorno. (A) Morfología macroscópica, recuadro: detalle de la pluma, donde se 
observan el raquis y las barbas. (B) Corte histológico, donde se aprecian barbas y barbillas (BP, bp) oscuras 
(pigmentadas) y barbas y barbillas (BB, bb) claras (sin pigmento). (C) Detalle de las barbillas pigmentadas (bp) 
y sin pigmentar (bb). Técnica del ferricianuro-eosina. 
— Great bustard, dorsal contour feather. (A) Macroscopic morphology, box: detail of feather, showing rachis and 
barbs. (B) Histological preparation, showing dark barbs and barbules (BP, bp) (pigmented) and light barbs and 
barbules (BB, bb) (not pigmented). (C) Detail of the pigmented (bp) and not pigmented (bb) barbules. Ferric 
ferricyanide-eosin procedure.
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